白细胞介素（interleukin, IL）是由多种细胞产生并作用于多种细胞的一类细胞因子^\[[@b1]\]^。由于最初发现其由白细胞产生并具有调节白细胞的生理功能，因此而得名^\[[@b2]\]^；后来的研究^\[[@b3],\ [@b4]\]^发现白细胞介素能影响包括肿瘤细胞在内的多种细胞的增殖、成熟、粘附及转移等多方面的生理过程。IL-35是IL-12家族的最新成员，由EBI3（Epstein-Barr virus induced gene 3）及P35亚基组成的异源性二聚体^\[[@b5]\]^。研究^\[[@b6],\ [@b7]\]^发现IL-35可由单核细胞、T细胞、B细胞、Treg细胞及肿瘤细胞等多种类型的细胞表达，通过激活Jak-STAT信号通路参与免疫功能的调节^\[[@b8]\]^，与转化生长因子β（transforming growth factor-β, TGF-β）和IL-10一样被认为是最重要的三种免疫抑制因子之一^\[[@b9]\]^。除了直接抑制肿瘤微环境的肿瘤免疫状态，引起免疫逃逸，IL-35还能直接作用于某些类型的肿瘤细胞促进肿瘤的进展^\[[@b10]\]^。本文将IL-35在肿瘤发展中的作用的研究进展进行综述。

1. IL-12家族概述 {#s1}
================

IL-12家族包括IL-12、IL-23、IL-27和IL-35四种白细胞介素。这四种白介素的结构相似，由不同的亚基组成^\[[@b11]\]^，包括一个独立表达的*α*亚基（P19、P28或P35）和一个β亚基（P40或EBI3）。与IL-6超家族类似，该*α*链包含四螺旋束结构，而β链包含可溶性Ⅰ类细胞因子受体链的结构特征，例如IL-6R*α*。IL-12是IL-12超家族最早发现的分子，IL-12是由p35和p40链组成的异源性二聚体，但是研究^\[[@b12]\]^发现细胞内p40亚单位的同源二聚体和单体都可以稳定地存在，并可以作为对IL-12的功能拮抗剂。IL-23是P19 *α*链和P40 β链形成的异源性二聚体^\[[@b13]\]^。虽然IL-23和IL-12对下游基因的调控作用不一样，但同IL-12一样也是促炎因子。抗原呈递细胞受微生物病原体刺激可产生IL-23，进而诱发的T细胞生成IL-12并具有促进Th1细胞的分化的作用。但在与IL-12不同的是，IL-23能诱导IL-17生成，诱导T细胞向Th17细胞分化^\[[@b14],\ [@b15]\]^。IL-27是P28 *α*链和EBI3 β链组成的异源性二聚体，同时具有促炎和诱导免疫抑制的双向免疫调节功能^\[[@b16]\]^。IL-35是由P35 *α*链的和EBI3 β链组成的异源性二聚体，从目前的研究结果来看IL-35具有严格的免疫抑制功能^\[[@b17]\]^，这与其他3种IL-12家族成员的作用完全不同。因此，IL-12家族里面仅IL-35具有作为一个抗自身免疫性疾病和自身炎症性疾病的细胞因子的潜能。

IL-12家族在肿瘤的发展及治疗中起到重要的作用。IL-12在诱导Th1型细胞的分化中发挥重要调节作用，通过促进IFN-*γ*的分泌使NK细胞和T细胞大量增殖并增强其细胞杀伤能力，在抗肿瘤免疫中扮演着重要的角色^\[[@b18]\]^。IL-23在多种肿瘤中表达且促进肿瘤的发生、转移及生长^\[[@b19]\]^。IL-27对肿瘤的作用正好相反，很多研究发现IL-27具有抗肿瘤生长的作用^\[[@b20],\ [@b21]\]^。IL-35是一种免疫抑制因子，可通过多种途径促进肿瘤的进展^\[[@b22]\]^。

2007年Collison及其同事在*Nature*上首先报道了IL-35的结构及其免疫抑制功能^\[[@b17]\]^。T细胞表面的Toll样受体TLR3、TLR4受IFN-*γ*等激动剂刺激后，开始分泌IL-35^\[[@b23]\]^。但与其他的IL-12家族成员不同的是，IL-35主要由CD4^+^ Foxp3^+^调节性T细胞（regulatoryTcells, Treg）产生^\[[@b17]\]^。另外，活化的B细胞或者活化的内皮细胞、单核细胞以及某些肿瘤细胞也能分泌IL-35^\[[@b22],\ [@b24]\]^。在人和小鼠体内，IL-35可诱导效应T细胞转变成为一类新型调节性T细胞，即iTr35细胞^\[[@b25]\]^。与其他IL-12家族不同的是，IL-35可以通过调节性T细胞IL-10的分泌抑制的CD4^+^效应T细胞、Th1和Th17的生成及增殖。有意思的是，与经典CD4^+^CD25^+^FoxP3^+^ Treg细胞相比，CD4^+^ HLA-G^+^的人胸腺源性调节性T细胞（tTreg）明显分泌更高的IL-35水平^\[[@b26]\]^。

将IL-35的两个亚基*EBI3*和*p35*基因的敲除小鼠模型中，Treg细胞的功能受到影响，这说明IL-35对于维持Treg细胞的功能具有重要的作用^\[[@b17]\]^。虽然p35或EBI3缺陷小鼠没有明显的自身免疫性疾病或炎性疾病，并且与普通的野生型小鼠相比，EBI3^-/-^和p35^-/-^小鼠的Treg细胞比例以及Foxp3表达水平没有明显差异，但是，EBI3^-/-^和p35^-/-^ Treg细胞的免疫抑制能力明显降低^\[[@b17]\]^。

与胸腺起源的天然Treg细胞（nTreg）不同，诱导型调节性T细胞（iTr细胞）主要由IL-10及TGF-β作用于CD4^+^ Foxp3^-^ T细胞转变而来^\[[@b27]\]^。IL-35能够抑制CD4^+^效应T细胞的增殖，也能够激活效应T细胞分泌IL-35（自激活）^\[[@b17]\]^，这提示IL-35具有诱导调节性T细胞的潜能。Collison等^\[[@b25]\]^于2010年在*Nature Immunology*上发表文章，报道了一群新的调节性T细胞，他们将能分泌IL-35的调节性T细胞定义为IL-35诱导性调节性T细胞（iTr35细胞）。该细胞群是Foxp3-调节性T细胞，其本质特征是能分泌IL-35，并且这种调节性T细胞的功能不依赖于Foxp3的表达。iTr35细胞仅能被IL-35诱导产生，不能经由其他已知的抑制性细胞因子如IL-10或者TGF-β诱导产生。因此，IL-35可能在介导感染性耐受或者肿瘤免疫耐受中起到了重要作用^\[[@b28]\]^。

由p35和EBI3的单链形成的重组IL-35融合蛋白能显著地抑制T细胞增殖和Th17细胞分化^\[[@b29]\]^。IL-35融合蛋白可增强CD8^+^CTLA-4^+^Treg细胞对自体T细胞的增殖的抑制活性^\[[@b30]\]^。体液免疫也显示出通过rIL-35诱导人B细胞转化成分泌IL-35以及IL-10的抑制性调节B细胞。

2. IL-35的信号通路 {#s2}
==================

不同的IL-12家族成员采用不同的受体进行信号传导过程。IL-12和IL-23的受体共享IL-12Rβ1亚基但分别使用IL-12Rβ2和IL-23R亚基。IL-27的受体由糖蛋白130（Glycoprotein 130, gp130）和WSX-1（IL-27R）组成。而IL-35的受体由gp130亚基IL-12Rβ2亚基组成。但是，有意思的是，IL35也能通过gp130和IL-12Rβ2组成的gp130:gp130以及IL-12Rβ2: IL-12Rβ2这两种同源二聚体传导信号^\[[@b31]\]^。IL-12Rβ2主要由IFN-*α*和IFN-*γ*诱导的T细胞和自然杀伤T细胞表达，但是在幼稚T细胞不表达^\[[@b32]\]^。gp130广泛表达在几乎所有的器官中^\[[@b33]\]^。gp130是很多细胞因子参与信号转导的受体复合物组分之一，可能是发育过程中起关键作用的信号转导受体。gp130缺陷的小鼠在胚胎发育的时候就会死亡^\[[@b34]\]^，而IL-12Rβ2缺陷性小鼠更容易受到自身免疫和B细胞恶性肿瘤的侵扰^\[[@b35]\]^。在人类的各种免疫相关疾病，如原发性胆性肝硬化、克罗恩病、银屑病、全身性硬化症、1型糖尿病、特发性皮炎、白塞氏病以及Vogt-Koyanagi-Harada（VKH）综合征可能与IL-12Rβ2表达异常或者基因多态性相关^\[[@b29],\ [@b36]-[@b39]\]^。这些现象说明IL-35信号通路可能在保持机体免疫平衡、维护机体功能中起到重要作用。

IL-35通过与IL-12Rβ2和gp130组成的IL-12Rβ2:gp130异源性二聚体或IL-12Rβ2:IL-12Rβ2及gp130:gp130同源二聚体结合来传导信号^\[[@b25]\]^。IL-35受体激活后，继而通过激活Janus激酶（JAK）家族成员来进行信号转导。JAK磷酸化后进一步磷酸化STAT家族的STAT1和STAT4进行信号转导，入核后其结合于不同位点，促进p35和EBI3基因的启动子转录从而增加IL-35的表达。由于IL-12Rβ2及gp130受体亚基主要激活的JAK分子分别为JAK1及JAK2，分别磷酸化下游的STAT4及STAT1分子，因此当IL-35结合于其中的一种同源二聚体受体中时，他的信号传导途径只有一个分支被激活，即IL-12Rβ2:IL-12Rβ2主要激活JAK1-STAT4信号分支，而gp130:gp130主要激活JAK2-STAT1分支^\[[@b31],\ [@b40]\]^。虽然单支信号通路的激活也能引起免疫抑制现象，但是与通过全功能的IL-12Rβ2/gp130的异二聚体受体信号传导相比较其抑制能力明显降低^\[[@b31]\]^。

3. IL-35在肿瘤发展中的作用 {#s3}
==========================

3.1. IL-35在肿瘤微环境中重要的免疫抑制因子 {#s3-1}
------------------------------------------

虽然IL-35是最早在Treg中发现的免疫调节因子，在免疫调节中起到重要的功能。但是，随后有研究发现，多种肿瘤细胞也可表达IL-35，并且发现IL-35在肿瘤的发展中起到重要作用。Wang等^\[[@b22]\]^研究发现，IL-35在多种肿瘤组织及肿瘤细胞系中都有表达，例如B细胞淋巴瘤，鼻咽癌及黑色素瘤。为了研究肿瘤源性IL-35的作用，他们构建了过表达IL-35的浆细胞瘤J558和B16黑色素瘤细胞系。他们发现，在体外实验中IL-35并不能影响肿瘤细胞的增殖及存活能力，但在Rag1/2缺陷型小鼠体内似乎却能刺激肿瘤微环境中肿瘤发生。同时，肿瘤源性IL-35能促进CD11b^+^Gr1^+^髓源性细胞聚集，从而促进肿瘤的血管生成。在免疫正常小鼠体内，IL-35的表达使肿瘤所引起的自发性的细胞毒性淋巴细胞反应明显下降。IL-35并不能直接抑制肿瘤抗原特异性CD8^+^T细胞的激活、分化及效应功能。但是，IL-35处理肿瘤细胞后其gp130表达上调，同时对细胞毒性淋巴细胞的反应敏感性下降，促进肿瘤微环境的免疫抑制状态。Tao等^\[[@b41]\]^发现急性髓性白血病患者的IL-35表达水平明显升高，IL-35通过促进Treg扩增同时抑制CD4^+^CD25^-^效应T细胞的增殖引起肿瘤的免疫逃逸。

Zeng等^\[[@b42]\]^研究了IL-35对结直肠癌的进展及预后的影响。他们检测了包含肺癌、结直肠癌及肝癌等9种人肿瘤细胞系（A549、SW480、BEL-7402、HepG2、SiHa、HPAC、MDA-MB-231及MCF）中IL-35两个亚基的表达水平。结果显示IL-35的两个亚基p35及EBI3共表达于这几个肿瘤细胞系，而正常的细胞系表达很少。他们发现，当用外源性的IFN-*γ*及TNF-*α*刺激后，肿瘤细胞表达IL-35的量增加。在另一项关于IL-35在结肠癌中的表达及作用的研究中，研究者发现肿瘤组织IL-35的表达水平与肿瘤的恶性程度及临床分期呈正相关，外周血IL-35表达水平与外周血Treg细胞数量成明显的正相关，作者认为肿瘤源性IL-35可能通过招募Treg细胞到肿瘤微环境中来促进肿瘤的生长。有研究用小鼠模型探索了IL-35对肿瘤的影响。他们用中和抗体拮抗IL-35的EBI3亚基后，肿瘤的生长速度明显受到抑制；肿瘤局部浸润的肿瘤浸润性淋巴细胞显著增加，活化的CD8^+^细胞以及处于增殖期的淋巴细胞也明显增加。总结上述研究，IL-35在肿瘤微环境肿瘤免疫中起到重要的抑制作用，引起了肿瘤的免疫逃逸，促进了肿瘤的进展。

3.2. IL-35对肿瘤细胞的直接作用 {#s3-2}
------------------------------

Nicholl等^\[[@b10]\]^用免疫组织化学方法研究IL-35在胰腺癌中的表达。他们发现胰腺癌肿瘤组织异常过表达IL-35。他们在细胞实验中发现，IL-35可以上调cyclin、Bcyclin D及cdk4的表达，同时下调p27的表达从而促进肿瘤细胞增殖；通过上调Bcl-2的表达以及下调TRAILR1的表达抑制肿瘤细胞的凋亡，进而促进胰腺癌的进展。Liao及其同事^\[[@b43]\]^分析现已发表的研究结果并且构建了一个数学模型，通过该模型的分析他们发现IL-35可以促进肿瘤的生长及血管生成，应用抗IL-35药物可以降低肿瘤的生长速度。Fan等^\[[@b44]\]^采用免疫组化方法分析了胃癌肿瘤组织中的IL-35表达水平，他们发现IL-35高表达水平与较大的肿瘤体积及侵犯深度显著相关，IL-35的表达水平与Ki-67及Bcl-2表达水平显著相关，因此他们认为IL-35可能通过调节胃癌的增殖及凋亡影响肿瘤的进展。Tao等^\[[@b41]\]^发现急性髓性白血病患者的IL-35水平明显升高，除了能诱发肿瘤的免疫逃逸机制外，还能直接促进肿瘤的增殖及抑制肿瘤的凋亡。但是，也有学者报道了不同的研究结果。在一项由Long及其同事^\[[@b45]\]^完成的乳腺癌的研究中，IL-35被报导具有抑制肿瘤的特性。研究者证实IL-35在多种肿瘤细胞中高表达，并且TNF-*α*及IFN-*γ*可以促进肿瘤细胞分泌IL-35。他们构建了过表达IL-35的肿瘤细胞稳转细胞系并检测了IL-35对肿瘤细胞增殖及凋亡的影响。他们发现，过表达IL-35可以引起肿瘤细胞G~1~期停滞，抑制细胞的增殖，促进血清饥饿诱导的细胞凋亡。他们采用RT-PCR检测了过表达细胞及对照细胞的一些增殖及凋亡相关基因的mRNA表达变化，结果显示过表达IL-35可以引起*Fas*基因的表达上调及Cyclin D1、Survivin及Bcl-2基因表达水平的下调。总结上述研究，IL-35可直接作用于多种肿瘤细胞，影响肿瘤的增殖、凋亡及血管生成等生理功能，但是目前对于这些作用的具体作用方式及机制仍然没有阐述清楚，需要研究进一步跟进。

肿瘤细胞的侵袭和转移在肿瘤发展过程中起着重要作用，虽然有研究发现IL-35表达与肿瘤的转移有相关性^\[[@b46],\ [@b47]\]^，但是并没有明确的证据证明IL-35能影响肿瘤的转移与侵袭。免疫抑制状态也是促进肿瘤转移的一个重要因素，鉴于IL-35是很强的免疫抑制因子，IL-35也可能通过免疫抑制来促肿瘤转移，但这需要进一步研究证实。

4. 血浆IL-35在肿瘤诊断及预后中的意义 {#s4}
====================================

Jin等^\[[@b48]\]^探索了胰腺癌患者血浆中IL-35的水平及Treg细胞的关系。他们发现，与正常人对照人群相比较，胰腺癌患者血浆中IL-35的水平明显上升\[(134.53±92.45) pg/mL *vs* (14.26±6.56) pg/mL\]。同时他们也发现IL-35 mRNA的水平与IL-35蛋白水平正相关。他们进一步发现IL-35表达水平与淋巴结大小及临床分期成正相关。Gu等^\[[@b49]\]^用酶联免疫吸附测定（enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）方法分析了106例非小细胞肺癌患者（non-small cell lung cancer, NSCLC）及78例正常对照的血浆标本中的IL-35表达水平，研究者发现NSCLC患者血浆IL-35水平较正常人明显升高 \[(21.37±11.55) (pg/mL *vs* (10.09±5.32) pg/mL, *P* \< 0.001)\]，他们进一步发现高血浆IL-35表达水平与较差的TNM分期（*P* \< 0.001）及淋巴结受累显著相关（*P* \< 0.000, 1）；IL-35高表达水平与NSCLC患者的预后呈显著负相关，单因素及多因素分析发现血浆IL-35是NSCLC患者的独立预后因素。一项在结直肠癌中的研究^\[[@b42]\]^发现，结直肠癌患者血浆中的IL-35水平也明显升高，并且其表达水平与疾病的严重程度及肿瘤的临床分期相关；他们进一步分析发现，结直肠癌患者术后IL-35较术前明显升高，因此他们推测IL-35血浆水平与结直肠患者的不良预后相关。Tao等^\[[@b41]\]^发现急性髓性白血病患者外周血血浆中IL-35水平明显升高，并且其表达水平与疾病的临床分期显著相关。但是，在一项关于甲状腺癌的研究中却得到了相反的结论。Lu等^\[[@b50]\]^分析了甲状腺癌及甲状腺瘤患者血浆IL-35表达差异性，他们发现甲状腺癌患者血浆中的IL-35较甲状腺腺瘤患者的明显降低\[(48.8±7.8) pg/ml *vs* (62.3±9.6) pg/ml; *P* \< 0.05\]，可作为甲状腺癌的诊断标志物，其受试者工作特征曲线（receiver operating characteristic curve, ROC）下面积为0.872, 2。总结上述研究，IL-35在多种肿瘤患者的血浆中表达水平升高，具有一定的肿瘤诊断意义及预测预后意义，可作为潜在的肿瘤标志物。

5. 展望 {#s5}
=======

综上所述，IL-35在多种肿瘤细胞中表达，其血浆表达水平具有一定的肿瘤诊断及预测预后意义，可作为潜在的肿瘤标志物。除了引起肿瘤微环境免疫抑制状态，导致肿瘤免疫逃逸外，IL-35可能能直接作用于肿瘤细胞本身，通过影响肿瘤细胞的增殖、凋亡及肿瘤的血管生成过程而影响肿瘤的进程。我们可以推断，阻断IL-35信号传递过程可能有助于抗肿瘤治疗。
